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Recentemente, a punção aspirativa por agulha fina (PAAF) vem sendo utilizada 
como método para a obtenção de material para estudos de expressão gênica em 
alguns tipos de linfoma, na tentativa de substituir o banco de tumores a partir de 
tecido fresco congelado. Objetivos: Avaliar a quantidade e a qualidade do RNA 
obtido a partir de punção aspirativa de linfonodos por PAAF em linfomas não-
Hodgkin e desenvolver estratégias para suprir eventuais falhas do método 
proposto, melhorando a qualidade e/ou a quantidade do material obtido por PAAF. 
Material e Métodos: A casuística foi constituída pelos pacientes com diagnóstico 
de LNH admitidos no Hospital São Paulo entre março de 2006 e dezembro de 
2007, e que apresentaram linfonodomegalia periférica passível de punção. O grupo 
controle foi constituído por amígdalas (tecido linfóide reacional) de crianças 
submetidas à amigdalectomia no Hospital São Paulo. As punções foram realizadas 
com citoaspirador (amostra A) e seringa e agulha (amostra B). O RNA foi transcrito 
com o kit Superscript (Invitrogen) e a qualidade foi verificada a partir da 
amplificação de fragmentos de 155pb do gene β-ACTINA e de 311 pb do gene 
NOTCH-2. Resultados: Foram analisados 26 casos de LNH (52 amostras) e 10 
amígdalas (20 amostras). A quantidade de RNA nas amostras de amígdalas 
obtidas com citoaspirador (A) variou de <1,0 a 6,2 µg. Nas amostras obtidas com 
seringa e agulha (B), a quantidade de RNA variou de <1,0 a 4,7µg. A quantidade de 
RNA nas amostras de LNH obtidas com citoaspirador (A) variou de <1,0 a 6,5 µg. 
Nas amostras obtidas com seringa e agulha (B) a quantidade de RNA variou de 
<1,0 a 5,5 µg. Em 19 (95%) das amostras de amígdalas conseguimos amplificar o 
fragmento do gene NOTCH-2. Na única amostra de controle em que não foi 
possível amplificar o gene NOTCH-2, houve amplificação do fragmento do gene β-
ACTINA (155 pb). Nas amostras de LNH, conseguimos amplificar o fragmento do 
gene NOTCH-2 em apenas em 24 (46%) espécimens, mas conseguimos amplificar 
o fragmento do gene β-ACTINA em 51 (98%) delas. Na tentativa de aumentar a 
quantidade de RNA disponível em cada amostra, padronizamos a técnica de poliA 
PCR, que consiste na amplificação global de cDNAs poliadenilados. Conseguimos 
evidenciar aumento de 10 vezes na quantidade de cDNA na maioria dos casos e 
controles. A eficiência da reação foi verificada através da amplificação do fragmento 
do gene β-ACTINA, onde 100% dos controles e dos casos foram amplificados, e 
também do fragmento de 298 pb do gene PGK, onde 100% dos controles e 77% 
dos casos foram amplificados. Quando utilizamos o produto da reação de poliA 
PCR comparados com amostras de cDNA (cDNA versus cDNA poliA) através da 
técnica de Real Time PCR, conseguimos demonstrar equivalência nas 
amplificações em 100% das 15 amostras avaliadas, utilizando dois genes alvo e um 
gene constitutivo. Conclusão: Nossos resultados demonstram que a PAAF, tanto 
com o citoaspirador quanto com seringa e agulha, é uma boa fonte de pequena 
quantidade de RNA, mas suficiente para amplificar fragmentos de genes de 
aproximadamente 150 pb em mais de 95% das amostras. Através da técnica de 
poliA PCR conseguimos aumentar significativamente a quantidade de material 
genômico, obtendo resultados equivalentes ao uso de cDNA não amplificado, para 



























Linfomas não-Hodgkin (LNH) constituem um grupo de doenças neoplásicas 
que se originam da expansão clonal de células linfóides (Jaffe et al, 2001). 
O diagnóstico morfológico dos LNH depende em grande parte de 
detalhes histológicos, mas somente a morfologia não é suficiente para um 
diagnóstico definitivo. Os avanços em pesquisas moleculares têm sido essenciais 
para o diagnóstico dos linfomas e o desenvolvimento de novas tecnologias tem 
ajudado a definir melhor as várias entidades clínicas (Medeiros et al, 1999; 
Kocjan, 2005).  
A punção aspirativa por agulha fina (PAAF) permite a obtenção de 
células para o diagnóstico diferencial morfológico de linfadenopatias. Porém, a 
PAAF não substitui a biópsia do tecido na definição e classificação das doenças 
linfoproliferativas (Hehn et al, 2004) mas pode ser uma importante fonte de 
material para imunofenotipagem, cariotipagem e, mais recentemente, estudos 
utilizando técnicas moleculares (Goy et al, 2005). Essa complementação 
proporciona não só uma definição mais precisa da doença, como também o 
reconhecimento de fatores que ajudam a definir o prognóstico e a resposta ao 
tratamento (Buley, 1998). 
As principais vantagens dessa técnica são: 1) o procedimento é 
realizado fora de centro cirúrgico, 2) sem necessidade de anestesia local ou geral, 
3) pela própria equipe de hematologistas, evitando a manipulação do material por 
profissionais pouco afeitos às técnicas de biologia molecular, 4) não deixa cicatriz, 
5) é um método seguro, rápido e de baixo custo, 6) sem a necessidade de 
microdissecção do tumor pelo patologista e 7) sem demora no processamento do 
material, evitando degradação do RNA (Buley, 1998).  
Recentemente, foi demonstrada a viabilidade do uso da PAAF no 
estudo do perfil de expressão gênica em linfoma folicular (LF) e linfoma difuso de 
grandes células B (LDGCB), permitindo a distinção entre os dois subtipos, sendo 
o LDGCB subdividido em de origem de células B ativadas (ABC) e de células do 
centro germinativo (GC) (Goy et al, 2005).  
Devido às vantagens da técnica, este trabalho teve como objetivo 
recorrer à PAAF para obtenção de material genômico que viabilize futuros 








1- Avaliar a quantidade e a qualidade do RNA obtido a partir de 
punção aspirativa de linfonodos por PAAF em linfomas não-
Hodgkin utilizando duas estratégias: punção com citoaspirador e 
seringa e agulha. 
2- Desenvolver estratégias para suprir eventuais falhas do método 
proposto, melhorando a qualidade e/ou a quantidade do material 






















2. REVISÃO DA LITERATURA  
 





Linfomas não-Hodgkin (LNH) constituem um grupo heterogêneo de 
neoplasias originadas da proliferação clonal de linfócitos B, T e células natural 
killer (NK) (Harris et al, 2001). 
Clinicamente, os LNH caracterizam-se pela presença de massas 
tumorais comprometendo estruturas nodais (60 a 75% dos casos) ou extra-
nodais (25 a 40% dos casos), com o comprometimento mais freqüente de 
estômago, pele, cavidade oral, intestino delgado e sistema nervoso central 
(SNC), podendo ser acompanhados de fadiga e sintomas B (febre, 
emagrecimento e sudorese noturna) (Etto & Colleoni, 2007). 
 
 
2.1 Aspectos Epidemiológicos 
 
Os LNH correspondem a 4% de todas as neoplasias humanas e a 
sua incidência vem aumentando em todo o mundo. Algumas das possíveis 
causas para o aumento da incidência são: imunodeprimidos (secundariamente 
a transplantes de órgãos e à infecção pelo HIV) e envelhecimento da 
população. A incidência dos LNH é pouco maior no sexo masculino do que no 
feminino, sendo a idade mediana para apresentação em torno de 50 anos. Em 
geral, a incidência em caucasianos é maior do que em negros ou asiáticos 
(Etto & Colleoni, 2007). 
 
 







A classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) para os 
LNH está descrita abaixo (Harris et al, 2001). 
 
Quadro 1. Classificação da OMS para doenças linfoproliferativas 
 
NEOPLASIAS DE CÉLULAS B  
Precursores de células B  
Leucemia/linfoma de precursor B linfoblástico (leucemia linfoblástica aguda de precursor de célula B)  
Neoplasias de células B maduras (periféricas)  
Leucemia linfóide crônica de células B/linfoma linfocítico de pequenas células  
Leucemia pró-linfocítica B  
Linfoma linfoplasmocitóide  
Linfoma de zona marginal esplênico (com ou sem linfócitos vilosos)  
Leucemia de células vilosas  
Mieloma múltiplo/plasmocitoma  
Linfoma da zona marginal extranodal do tipo MALT  
Linfoma da zona marginal nodal (com ou sem células B monocitóides)  
Linfoma folicular  
Linfoma de células do manto  
Linfoma difuso de células B 
Linfoma mediastinal de grandes células B 
Linfoma de cavidade 
Linfoma de Burkitt/ leucemia de célula tipo Burkitt 
 
NEOPLASIAS DE CÉLULAS T E NK  
 
Precursores de células T  
Leucemia/linfoma de precursor T linfoblástico (leucemia linfoblástica aguda de precursor de célula T)  
Neoplasias de células T maduras (periféricas)  
Leucemia pró-linfocítica T  
Leucemia linfocítica granular de células T  
Leucemia agressiva de células NK  
Leucemia/linfoma de células T do adulto (HTLV-I+)  
Linfoma extranodal de células NK/T, tipo nasal  
Linfoma de células T tipo-enteropatia  
Linfoma de células T γδ hepatoesplênico  
Linfoma de células T tipo paniculite subcutânea  
Micose fungóide/síndrome de Sézary  
Linfoma anaplásico de grandes células, tipo T/null, primário de pele  
Linfoma de células T periféricas não caracterizado  
Linfoma de células T angioimunoblástico  
Linfoma anaplásico de grandes células, tipo T/null, tipo primariamente sistêmico  
 





2.3 Quadro clínico 
 
Do ponto de vista clínico, os LNH podem ser divididos em dois 
grandes grupos: indolentes e agressivos. 
Os chamados linfomas de baixo-grau ou indolentes são aqueles que 
apresentam evolução lenta com linfadenomegalia não-dolorosa de crescimento 
progressivo, esplenomegalia e freqüente comprometimento da medula óssea, 
resultando em citopenias no sangue periférico. Costumam apresentar 
sobrevida de vários anos mesmo sem tratamento. Os subtipos de linfoma 
indolente mais comumente encontrados são: linfomas foliculares (LF) graus I e 
II (o linfoma folicular grau III deve ser tratado como o linfoma difuso de grandes 
células B), linfoma linfocítico de pequenas células e linfoma de zona marginal 
(nodal, extra-nodal ou esplênico)(Gribben et al, 2007). 
Os linfomas agressivos são aqueles que apresentam linfadenomegalia 
ou tumoração extra-nodal com evolução rapidamente progressiva, podendo 
levar ao óbito em semanas a meses se não forem rapidamente tratados. Os 
subtipos de linfoma agressivo mais comumente encontrados são: linfoma 
difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma de células do manto, linfoma de 
células T periféricas e linfoma anaplásico de grandes células tipo T/null 





O diagóstico dos LNH se baseia na biópsia do linfonodo ou da 
massa tumoral extra-nodal, devendo o material ser examinado por patologista 
experiente que irá classificar a doença de acordo com critérios morfológicos e 
imunohistoquímicos (www.nccn.org, 2007). 





O patologista faz a suspeita de LNH a partir da análise inicial dos 
cortes histológicos obtidos da biópsia de linfonodo (ou órgão extra-nodal), 
corados pelo método de hematoxilina e eosina. A partir daí, deverá decidir por 
um painel de anticorpos monoclonais que serão utilizados em diversas reações 
de imunohistoquímica para identificar a presença de proteínas no citoplasma 
ou núcleo das células tumorais capazes de definir: o tipo de tumor (linfoma ou 
carcinoma), o tipo de linfoma (LNH ou linfoma de Hodgkin), a origem celular do 
LNH (células B ou T) e o subtipo de LNH (www.nccn.org, 2007).  
 
 
2.5 A punção aspirativa por agulha fina 
 
A PAAF é uma técnica extremamente útil no diagnóstico diferencial de 
adenomegalias, principalmente na diferenciação de linfadenomegalias 
reacionais, doenças linfoproliferativas e metástase de carcinoma, permitindo a 
obtenção de células através de um procedimento que não requer internação, 
anestesia, não deixa cicatriz, sendo ainda um método seguro, rápido e de baixo 
custo (Buley, 1998).  
Embora a PAAF seja utilizada na prática clínica há muito tempo, 
somente nos últimos 20 anos passou a ser aplicada com maior freqüência ao 
diagnóstico dos linfomas (Ansari et al, 1997; Hehn et al, 2004), ganhando 
popularidade como técnica diagnóstica para avaliar este grupo de neoplasias, com 
mais de 200 artigos publicados sobre o assunto desde 1985 (Sandhaus, 2000). 
Citações dos anos 80 e início dos anos 90 já indicavam que a técnica é 
confiável na confirmação de recidiva e na avaliação da extensão da doença em 
pacientes com histórico de linfoma (Daskalopoulou et al, 1995). No final dos anos 
90, a técnica tornou-se cada vez mais usada para o diagnóstico inicial dos 
linfomas (McHenry et al, 1999) em adição a técnicas auxiliares como a 
imunofenotipagem por citometria de fluxo, principalmente nos casos em que o 
acesso à biópsia de tecido ou as condições clínicas do paciente não permitiram 
um diagnóstico histológico mais preciso (Gong et al, 2002). 





Assim, embora a PAAF não substitua a biópsia do tecido na 
definição e classificação das doenças linfoproliferativas (Dong et al, 2001; 
Hehn et al, 2004), pode ser uma importante fonte de material para 
imunofenotipagem, cariotipagem e, mais recentemente, estudos utilizando 
técnicas moleculares (Goy et al, 2005). Esta complementação proporciona não 
só uma definição mais precisa da doença, como também o reconhecimento de 
fatores que ajudam a definir o prognóstico e a resposta ao tratamento. 
Para avaliar a exatidão diagnóstica da citologia por PAAF de 
linfonodos, Stewart e colaboradores realizaram um estudo com o objetivo de 
distinguir a hiperplasia linfóide reacional de linfoma, onde técnicas auxiliares como 
PCR, imunocitoquímica e hibridação in situ foram utilizadas para a confirmação 
dos resultados. Este trabalho demonstrou que a PAAF foi capaz de distinguir 
hiperplasia linfóide reacional de linfoma em 97% dos casos (Stewart et al, 1998). 
 
 
2.6 Estudos de expressão gênica utilizando a PAAF como fonte de RNA 
 
Estudos de expressão gênica tendo como fonte de RNA amostras de 
células obtidas por PAAF estão sendo realizados com sucesso em algumas 
neoplasias, como tireóide, pulmão e principalmente mama. Estes trabalhos têm 
demonstrado que o pequeno volume de material obtido por PAAF é capaz de 
viabilizar estudos envolvendo técnicas moleculares, principalmente microarray de 
cDNA (Sotiriou et al, 2002; Lim et al, 2003).  
O estudo realizado por Pusztai e colaboradores (2003), que avaliou o 
perfil de expressão de genes em tumores de mama, demonstrou que a PAAF foi 
capaz de gerar RNA de boa qualidade em 71% das extrações realizadas, com 
quantificação ao redor de 2µg. Em todas as 46 punções viáveis, as análises de 
expressão gênica realizadas aplicando-se a técnica de microarray de cDNA foram 
realizadas com sucesso, demonstrando portanto que a PAAF pode ser utilizada 
como fonte de material para estudos moleculares, desde que gere RNA em 
quantidade e qualidade adequadas para a realização das técnicas. 





Já no estudo de Assersohn e colaboradores (2002), a quantidade de 
RNA obtida com a PAAF, também em tumores de mama, variou de 0,4 a 0,7µg 
nas 27 punções realizadas. Porém somente 4 amostras (15%) apresentaram RNA 
apropriado para o estudo, que também foi realizado utilizando-se a técnica de 
microarray de cDNA. Este estudo demonstra que a obtenção de RNA em 
quantidade e qualidade suficientes para estudos de expressão gênica pode ser 
uma tarefa difícil. 
Outro trabalho, também em mama, que comprovou a representatividade 
do cDNA originado a partir de PAAF foi o de Sotiriou e colaboradores (2002), no 
qual apenas duas punções, de um total de 14 realizadas, não apresentaram RNA 
de boa qualidade para o estudo, que envolveu também a técnica de RT-PCR, 
além de microarray de cDNA. 
Estudos comparativos também vem sendo realizados, como o de 
Symmans e colaboradores (2003), que comparou o perfil de expressão gênica 
derivado de RNA obtido por PAAF e de biópsia tecidual, novamente em 
carcinoma de mama, utilizando a técnica de microarray de cDNA. Em 71% das 
PAAFs e 75% das biópsias, o RNA extraído apresentou qualidade apropriada. Os 
dois métodos geraram quantidade de material equivalente, variando em torno de 
2ug de RNA. Nos pacientes em que foram realizadas tanto a PAAF quanto a 
biópsia tecidual, foram observadas diferenças na expressão de alguns genes em 
amostras teciduais, que posteriormente foram reconhecidas como sendo 
predominantes de células estromais (endotélio, fibroblastos, miofibroblastos, 
histiócitos, ou adipócitos), já que as fontes de material originam tipos celulares em 
proporções diferentes (80% de células tumorais em PAAF versus 50% em biópsia 
e 5% de células estromais em PAAF versus 30% em biópsias). Estes resultados 
sugerem que as amostras obtidas por PAAF, além de conter menos elementos 
estromais do que as amostras de biópsias teciduais, são capazes de fornecer 
uma população de células predominantemente tumorais. 
Como pôde ser observado, a maioria dos estudos publicados 
utilizando a PAAF como fonte de RNA foi realizada em tumores de mama. 
Estudos similares em linfomas ainda são escassos, mas alguns grupos de 
pesquisadores já obtiveram êxito utilizando esta fonte de material. Por exemplo, 





citamos o trabalho que demonstrou a viabilidade do uso de amostras de células 
obtidas por PAAF na análise do perfil de expressão gênica em linfoma folicular 
(LF) e em linfoma difuso de grandes células B (LDGCB). Goy et al (2005) 
mostraram que foi possível a distinção entre os dois subtipos de linfomas, sendo 
que o LDGCB pôde ainda ser subdividido em linfoma de células B ativadas 
(ABC) e de origem de células do centro germinativo (GC) (Goy et al, 2005). 
Segundo os autores, a quantidade de RNA obtida nas 24 punções realizadas 
variou de 0,2 µg a 6,6 µg (média de 2,39 µg por punção) sendo que 100 
nanogramas foram suficientes para os estudos do perfil de expressão gênica 
utilizando a técnica de microarray de cDNA, que prevê a amplificação inicial do 
material genômico. 
Outro grupo conseguiu aplicar a PAAF com sucesso na realização de 
análises de clonalidade através da técnica de PCR, obtendo resultados em 89% 
das amplificações (apenas 4 de 27 amostras não foram amplificadas). Os autores, 
porém, não deixam de ressaltar a importância da interpretação destes resultados 
em conjunto com outros métodos já bem estabelecidos para a análise da 
clonalidade, como imunohistoquímica e citometria de fluxo (Jeffers et al, 1997). 
Enfim, a maioria os estudos demonstram que a PAAF é capaz de 
gerar pequena quantidade de RNA viável para estudos de expressão gênica, 




2.7 Método de amplificação de cDNA para estudos de expressão gênica 
utilizando amostras geradas a partir de pequena quantidade de células 
 
Estudos recentes têm utilizado um método que permite a obtenção de 
maior quantidade de material que viabilize estudos envolvendo técnicas 
moleculares, tornando-se uma ferramenta útil quando se dispõe de amostras 
geradas a partir de fontes de pequena quantidade de células (Brail et al, 1999). 





Esta técnica, denominada poliA PCR, consiste na amplificação global 
de cDNAs poliadenilados, gerando deste modo um produto (cDNA poliA) cuja 
composição reflete a abundância relativa de todos os genes expressos na 
amostra (Brady et al, 1990; Iscove et al 2002). Primeiramente é feita a adição de 
uma cauda de poliadenina na extremidade 5’ da molécula de cDNA através da 
utilização da enzima TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase). Após este 
processo, é então realizada uma reação de PCR utilizando-se oligodT como 
“primer”, para a amplificação deste cDNA poliadenilado (Figura 1). 
A poliA PCR é capaz de gerar fontes indefinidamente renováveis de 
cDNA, que podem ser utilizadas para pesquisas futuras, representando um 
arquivo permanente de amostra, como se fossem “blocos” moleculares. A 
vantagem da poliA PCR para estudos de expressão gênica é que a técnica é 
simples, relativamente econômica e um método sensível, tornando-se portanto 
viável para o uso clínico (Byers et al, 2008). 
Sakhinia e colaboradores (2005) obtiveram êxito ao utilizarem esse 
método para determinar o perfil de expressão gênica em leucemias agudas (LLA 
e LMA) a partir de células mononucleares de medula óssea, através da técnica de 
RT- PCR em tempo real. 
Em outro estudo, este mesmo grupo aplicou a técnica e obteve 
sucesso utilizando como fonte de RNA tecido de linfonodos congelados de 
pacientes com diagnóstico de linfoma folicular e linfoma difuso de grandes 
células B. Neste trabalho, puderam observar genes diferencialmente expressos 
nesses dois tipos de linfoma, também pela técnica de RT-PCR em tempo real 
(Sakhinia et al, 2007). 
Byers et al (2004) também demonstraram a produção de cDNAs 
globalmente amplificados a partir de RNA extraído de amostras de diversos tipos 
de tecidos emblocados em parafina, validando os resultados através de RT-PCR.  
























Figura 1 – Técnica de poliA PCR (Sakhinia et al, 2005).  
 
 
2.8 PCR quantitativo em tempo real 
 
A RT-PCR em tempo real é uma técnica que pode ser empregada para 
quantificar a expressão de genes importantes para o diagnóstico ou prognóstico 
de uma neoplasia (Kok et al, 2005). 
A técnica de RT-PCR em tempo real diferencia-se da RT-PCR 
convencional, pois na primeira a  amplificação e a detecção do produto ocorrem 
em um único passo, conforme o progresso da PCR. Já na RT-PCR convencional, 
a detecção acontece depois de um número fixo de ciclos, o que representa a 
quantidade final de cada produto acumulado.  
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A PCR clássica pode ser dividida em três fases: 
1. Fase geométrica: caracterizada por apresentar alta precisão na 
duplicação do número de moléculas de DNA da reação. Todos os reagentes 
(nucleotídeos, primers, enzimas, MgCl2, etc) estão presentes em quantidade 
suficiente para que todas as moléculas de DNA iniciem sua replicação in vitro. 
2. Fase linear: a taxa de produção de novas cadeias de DNA via PCR 
passa gradualmente de uma progressão geométrica para uma progressão linear. 
Isso ocorre devido à crescente escassez de um ou mais reagentes, geralmente 
primers, para perpetuar a reação. 
3. Platô: a eficiência de amlificação cai drasticamente para níveis 
insignificantes, com baixa ou nenhuma produção de novas cadeias de DNA. É 
nesta fase que geralmente são interrompidas as reações de PCR para serem 
visualizadas em gel de agarose.  
A leitura em tempo real na RT-PCR é realizada na fase geométrica da 
PCR. O produto final da PCR é uma função da quantidade inicial de produto 
colocado na reação, da eficiência da reação e do número de ciclos programados 
na termociclagem. Na quantificação relativa, são comparados os ciclos threshold 
(CT) de cada amostra e os resultados representam ordens de grandeza (por 
exemplo, cinco vezes mais ou dez vezes menos expressão de um gene, 
comparando uma amostra com outra). Recomenda-se o uso de um ou mais 
controles internos endógenos, isto é, genes de referência (constitutivos ou 
normalizadores) com expressão homogênea entre as amostras em estudo. Assim, 
normaliza-se a amplificação do gene-alvo com a amplificação dos controles 
endógenos, obtendo-se um valor da expressão do alvo em relação ao total de 
RNA utilizado na reação (ABI Expert Training Applied Biosystems Center). 
Para que seja possível a detecção do aumento do produto de uma 
PCR ao longo de cada ciclo, é preciso marcar o DNA amplificado com algum tipo 
de molécula fluorescente. Por exemplo, no sistema TaqMan, a sonda marcada 
com fluoróforos se hibridiza na região complementar do cDNA alvo. Esta região 
está localizada entre os sítios de ligação dos primers ou iniciadores. A sonda é 
marcada com um fluoróforo chamado reporter na extremidade 5`. Na extremidade 





3` da sonda existe outra molécula chamada quencher, que pode ou não ser 
fluorescente. Quando a sonda está intacta, a proximidade do quencher com o 
reporter produz a transferência de energia ressonante do tipo Forster, reduzindo 
assim a fluorescência do reporter. Durante a PCR, a enzima Taq polimerase, que 
apresenta atividade 5´-3´exonuclease, irá clivar a sonda a partir da extremidade 
5´. Desta forma, a fluorescência emitida pelo reporter agora pode ser detectada e 
sua intensidade aumentará em função do número de cópias que estão sendo 





















3 CASUÍSTICA E MÉTODO 





3.1 Amostras de LNH 
 
As amostras de LNH foram obtidas de 35 pacientes admitidos no 
Hospital São Paulo e que apresentaram linfonodomegalia periférica passível de 
punção, entre março de 2006 e dezembro de 2007.  
A PAAF foi realizada após a assinatura do termo de consentimento: 1) 
no momento do diagnóstico de LNH ou 2) na suspeita de trasformação de linfomas 
indolentes em linfomas agressivos. Todos os pacientes apresentavam exame 
anátomo-patológico e imunohistoquímica confirmando o diagnóstico de LNH. 
 
 
3.2 Grupo controle 
 
O grupo controle foi constituído por amígdalas (tecido linfóide 
reacional) de 10 crianças submetidas à amigdalectomia no Hospital São Paulo. 
Esse procedimento foi autorizado pela Profa. Dra. Shirley Pignatari do 
Departamento de Otorrinolaringologia da UNIFESP/EPM. Os termos de 
consentimento para uso do material foram assinados pelos pais ou 





3.3.1 Exames laboratoriais para confirmação diagnóstica de LNH 
O diagnóstico de LNH foi realizado a partir de biópsia de linfonodo ou da 
massa tumoral extra-nodal, seguido de avaliação morfológica e imunohistoquímica 
feita por dois patologistas experientes. Os cortes histológicos obtidos a partir da 
biópsia do linfonodo foram corados pelo método de hematoxilina e eosina.  
A partir daí, foram feitas as escolhas dos painéis de anticorpos 
monoclonais utilizados em diversas reações de imunohistoquímica para 
identificar a presença de proteínas no citoplasma ou núcleo das células 
tumorais capazes de definir o tipo de linfoma. 





3.3.2 Coleta das amostras 
A coleta das amostras foi realizada através da PAAF. Foram feitas 
duas punções, sendo a primeira (punção A) realizada com o auxílio do 
citoaspirador deValeri (MPJ, Ribeirão Preto, Brasil) e a segunda (punção B) 
realizada com seringa de 10mL e agulha de 21 gauge. 
 
3.3.2.1 Punção feita com o auxílio do citoaspirador (punção A) 
O linfonodo puncionado foi localizado e preso firmemente entre dois ou 
quatro dedos (Figura 2). Quando a agulha penetrou no nódulo palpável, o pistão 
do citoaspirador de Valeri (MPJ, Ribeirão Preto, Brasil), onde a seringa estava 
acoplada, permaneceu retraído para gerar vácuo. A agulha então foi movida para 
frente e para trás, em diferentes áreas do nódulo. Em nódulos fibróticos foi 
necessário aspiração por um período maior, e em nódulos altamente 
vascularizados a aspiração foi mais curta. A aspiração foi interrompida assim que 
qualquer material sangrento surgiu na seringa. Antes da retirada da agulha, a 
aspiração foi cessada, ocorrendo a liberação do pistão. Em seguida, a agulha foi 
desconectada da seringa, e o material acumulado na mesma foi depositado 
cuidadosamente em uma lâmina de vidro (sem que a agulha tocasse a lâmina). 
Depois disso, a agulha foi imediatamente reconectada para o resgate do material 
utilizado no estudo. As punções das amígdalas (controles) foram realizadas em 
placa de petri estéril, com o auxílio de uma pinça. 
 
3.3.2.2 Punção feita com seringa e agulha (punção B) 
O nódulo puncionado foi localizado e preso firmemente entre dois ou 
quatro dedos (Figura 2). Quando a agulha penetrou no nódulo palpável, o êmbolo 
da seringa permaneceu retraído para a geração do vácuo. A agulha então foi 
movida para frente e para trás, em diferentes áreas do nódulo. Em nódulos 
fibróticos foi necessário aspiração por um período mais longo, e em nódulos 
altamente vascularizados a aspiração foi mais curta. A aspiração foi interrompida 
assim que qualquer material sangrento surgiu na seringa. Antes da retirada da 





agulha, a aspiração foi cessada, ocorrendo a liberação do êmbolo. Em seguida, a 
agulha foi desconectada da seringa, e o material acumulado na mesma foi 
depositado cuidadosamente em uma lâmina de vidro (sem que a agulha tocasse a 
lâmina). Depois disso, a agulha foi imediatamente reconectada para o resgate do 
material utilizado no estudo. As punções das amígdalas (controles) foram 












Figura 2 – Ilustração de uma punção aspirativa por agulha fina realizada com o 
auxílio do citoaspirador (Amostra A) e com seringa e agulha (Amostra B).  
 
Todas as punções desse estudo foram realizadas pelo mesmo 
médico, Dr. Riguel Jun Inaoka, pós-graduando da Disciplina e Hematologia e 
Hemoterapia, UNIFESP/EPM. 
 
3.3.3 Confecção do esfregaço 
Imediatamente após a coleta do material, foi realizado esfregaço com o 
auxílio de outra lâmina. O esfregaço foi corado pelo método May-Grunwald-
Giemsa para avaliação da quantidade e qualidade do material obtido nas punções 
A e B (Figura 3).  
Citoaspirador (Amostra A) 
Seringa e agulha (Amostra B) 














Figura 3 – Realização do esfregaço do material. 
 
3.3.4 Armazenamento do material restante 
O material que restou na seringa e agulha foi lavado em 200µL de 
solução salina estéril contendo EDTA congelado a -80ºC em tubo contendo 1 mL 
de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). O mesmo procedimento foi realizado nas 
amostras A e B. 
 
3.3.5 Extração do RNA 
A extração do RNA das amostras foi realizada utilizando-se o reagente 
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA), seguindo as recomendações do fabricante. A 
cada amostra (já armazenada em 1mL de Trizol e incubada por 5 minutos a 
temperatura ambiente) foram adicionados 200µL de clorofórmio. Após 
centrifugação por 15 minutos para separar as fases, a fase aquosa (superior) foi 
transferida para um novo tubo e “re-extraída” com 500µL de Trizol e 100µL de 
clorofórmio. Após nova centrifugação por 15 minutos para separar as fases, a 
fase aquosa (superior) foi novamente transferida para um outro tubo e o RNA foi 
precipitado pela adição de 60µL de acetato de sódio 3M, 3µL de glicogênio 
(20mg/mL) e 700µL de isopropanol gelado, e incubado a -70ºC, overnight. Após 
este período, os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 4ºC (12.000 rpm). O 
sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA foi lavado em 500µL de etanol 
 





70% gelado. O pellet foi dissolvido em 30µL (maioria das amostras dos casos de 
LNH) a 50µL (amostras de controle) de água livre de RNAse (tratada com DEPC). 
O material da fase fenólica, contendo DNA e proteínas, foi congelado 
a -80oC para utilização em estudos futuros.  
 
3.3.6 Eletroforese em gel de agarose 2% 
Após a extração, a qualidade do RNA foi avaliada por meio de 
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio. Este 
procedimento também permitiu a quantificação do RNA em relação a uma 
amostra de linhagem celular (DU145) com quantificações conhecidas (100ng, 
250ng, 500ng e 1000ng).  
 
3.3.7 Síntese de cDNA 
Após a extração e avaliação da qualidade, o RNA das amostras foi 
utilizado para a síntese de cDNA. Para isso, 10µL de RNA total foram misturados a 
1µL de oligodT12-18 primer (0,5 µg/ µL) e 1µL de dNTP mix (10mM) em um volume 
final de 12µL. A mistura foi incubada a 65ºC durante 5 minutos. Em seguida, foram 
adicionados 4µL de 5Xfirst strand Buffer; 2µL de DTT 0,1M e 1µL de RNAse out 
inibidor de RNAse (40 unidades/µL). Novamente, a reação foi incubada (42ºC 
durante 2 minutos) e em seguida adicionamos 1µL da enzima SuperScript II 
reverse transcriptase (200U/µL – Invitrogen), perfazendo um volume final de reação 
de 20µL. A reação foi incubada a 42ºC por 1 hora e a 70ºC por 15 minutos, para a 
inativação da enzima. Após o término da síntese, o cDNA foi diluído 10 vezes 
através da adição de 180µL de H2O estéril. 
 
3.3.8 Avaliação da qualidade do cDNA  
Após a síntese, a qualidade do cDNA foi verificada por meio da 
amplificação de um fragmento de 311pb na região 5´ do gene NOTCH2 (NM 
024408) utilizando-se os primers Direto 5´-TGTGGCCAACCAGTTCTCCT-3´ e 
Reverso 5´-GGCAGTCATCAATATTCCTC-3´, e de um fragmento de 155pb do 





gene β-ACTINA (NM 001101) utilizando-se os primers Direto 5´-
TCATCACCATTGGCAATGAG-3´ e Reverso 5´-CACTGTGTTGGCGTACAGGT-
3´. Foram utilizadas as seguintes condições de amplificação: 
 
3.3.8.1 Amplificação do fragmento do gene NOTCH-2  
Para a amplificação do fragmento do gene NOTCH-2, foram utilizados 
1,5µL de MgSO4 (50mM); 0,5µL de dNTP mix (10mM); 10pmol de cada primer; 
2,5µL de tampão de reação 10X; 0,2µL de Taq Platinum DNA Polymerase High 
Fidelity (5U/uL – Invitrogen) e 2µL de cDNA como molde, em um volume final de 
reação de 25µL.  
O programa da PCR consistiu de 2 minutos iniciais de desnaturação à 
temperatura de 94ºC, 30 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 55ºC e 60 
segundos a 72ºC. Por fim, extensão por 5 minutos a 72ºC.  
 
3.3.8.2 Amplificação do fragmento do gene β-ACTINA 
Para a amplificação do fragmento do gene β-ACTINA, foram utilizados 
1,5µL de MgCl2 (50mM); 0,5µL de dNTP mix (10mM); 10µM de cada primer; 2,5µL 
de tampão de reação 10X; 0,2µL de Taq Platinum DNA Polymerase (5U/µL - 
Invitrogen) e 2µL de cDNA como molde em um volume final de reação de 25µL.  
O programa da PCR constituiu de 2 minutos iniciais de desnaturação à 
temperatura de 94ºC, 30 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 60ºC e 45 
segundos a 72ºC. Por fim, extensão por 5 minutos a 72ºC.  
 
3.3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 
Os produtos obtidos foram visualizados por meio de eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 8%, com posterior coloração por nitrato de prata 0,35%. 





3.3.10 Método de amplificação do cDNA – poliA PCR (modificado 
de Sakhinia et al, 2005) 
3.3.10.1 Adição da cauda poliA nas amostras de cDNA 
Após a avaliação da qualidade do cDNA, procedemos a adição da 
cauda de poliA. Para isto, a 11,5µL de cDNA, foram adicionados 4µL de tampão 
de reação 5X; 1µL de dATP (100mM) e 0,5µL da enzima Terminal 
Deoxynucleotidyl Transferase (15U/µL), perfazendo um volume final de 17µL. A 
reação foi incubada a 37ºC durante 15 minutos para a ativação da enzima, 
seguidos de 15 minutos a 65ºC para inativação da mesma. 
 
3.3.10.2 PoliA PCR 
Para a amplificação do cDNA policaudados (cDNA poliA), foram 
utilizados 1,5µL de MgSO4 (50mM); 0,5µL de dNTP mix (10mM); 1,0µL de 
oligodT12-18 primer (0,5µg/µL); 2,5µL de tampão de reação 10X; 0,2µL Taq 
Platinum DNA Polymerase High Fidelity (5U/uL – Invitrogen) e 7,5µL de cDNA 
poliA em um volume final de reação de 25µL.  
O programa da PCR constituiu de 2 minutos iniciais de desnaturação à 
temperatura de 94ºC, 50 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 55ºC e 60 
segundos a 68ºC. Por fim, extensão por 5 minutos a 68ºC.   
 
3.3.10.3 Avaliação da qualidade da poliA PCR  
A qualidade da poliA PCR foi avaliada através da amplificação de um  
fragmento de 155pb do gene β-ACTINA (NM 001101) utilizando-se os primers Direto 
5´-TCATCACCATTGGCAATGAG-3´ e Reverso 5´-CACTGTGTTGGCGTACAGGT-
3´, e de um fragmento do gene PGK (NM 000291.2) utilizando-se os primers Direto 
5´-CAGTTTGGAGCTCCTGGAAG-3´ e Reverso 5´-TGCAAATCCAGGGTGCAGTG-3´. 
Foram utilizadas as seguintes condições de amplificação: 





3.3.10.4 Amplificação do fragmento do gene β-ACTINA 
Para a amplificação do fragmento do gene β-ACTINA, foram 
utilizados 1,5µL de MgCl2 (50mM); 0,5µL de dNTP mix (10mM); 10µM de cada 
primer; 2,5µL de tampão de reação 10X; 0,2µL de Taq Platinum DNA 
Polymerase (5U/µL - Invitrogen) e 1µL de cDNA poliA como molde, em um 
volume final de reação de 25µL.  
O programa da PCR constituiu de 2 minutos iniciais de desnaturação à 
temperatura de 94ºC, 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 60ºC e 60 
segundos a 72ºC. Por fim, extensão por 5 minutos a 72ºC. O produto obtido foi 
visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com 
brometo de etídio. 
 
3.3.10.5 Amplificação do fragmento do gene PGK 
Para a amplificação do fragmento do gene PGK, foram utilizados 
1,5µL de MgCl2 (50mM); 0,5µL de dNTP mix (10mM); 10µM de cada primer; 
2,5µL de tampão de reação 10X; 0,2µL de Taq Platinum DNA Polymerase 
(5U/µL - Invitrogen) e 1µL de cDNA poliA como molde em um volume final de 
reação de 25µL.  
O programa da PCR constituiu de 2 minutos iniciais de desnaturação à 
temperatura de 94ºC, 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 60ºC e 60 
segundos a 72ºC. Por fim, extensão por 5 minutos a 72ºC. O produto obtido foi 
visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com 
brometo de etídio. 
 
3.3.11 Quantificação da expressão gênica pela RT-PCR em tempo real 
A expressão dos genes selecionados foi avaliada utilizando-se o 
equipamento 7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, 
USA). O Quadro 2 apresenta os genes que foram avaliados neste estudo. Primers 
e sondas foram obtidos através do serviço Custom TaqMan® Gene Expression 





Assays (Applied Biosystems) (Quadro 3). Cada amostra de cDNA foi normalizada 
usando o gene GAPDH (TaqMan® Endogenous Control). Para realizar as 
amplificações, utilizamos o TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) (Quadro 4) e cada reação de amplificação foi realizada em triplicata 
utilizando a ciclagem descrita no Quadro 5. Quando uma das triplicatas 
apresentava discrepância de um ciclo ou mais entre as outras duas, esta foi 
descartada e a média foi realizada com o valor de Ct das duas replicatas 
restantes. No entanto, quando a diferença entre as três era maior ou igual a um 
ciclo, a média foi realizada com o valor de Ct das 3 amostras.  
Controles positivos e negativos da reação foram realizados em paralelo 
para verificar a eficiência da amplificação. 
 
Quadro 2. Genes avaliados no estudo. 
Gene Nome NM Função 
NFKB Fator nuclear-kappa B NM_003998 Regulador de transcrição; 
Estimula a expressão de genes 




Inibidor do NFKB NM_020529 Inativa o NF-κB no citoplasma 
 
 
Quadro 3. Seqüência dos primers e sondas dos genes estudados. 




Sonda (Fam – NFQ) 
NFKB CAGGCTGGCAGCTCTTCT CAGGTCATAGAGAGGCTCAAAGTT CTGCTCCTGCTGCTTTG 
NFKBIA ACTCCATCCTGAAGGCTACCAA CCATGGATAGAGGCTAAGTGTAGAC ACGTGTGGCCATTGTAG 
 
 





Quadro 4. Protocolo usando o kit TaqMan® Universal PCR Master Mix, TaqMan® 
Gene Expression Assays e TaqMan® Endogenous Control (GAPDH). 
Reagentes Volume para 1 reação 
1. TaqMan Universal PCR Master Mix 10µL 
2. TaqMan Gene Expression Assays 1µL 
3. Água (RNAse free) 8µL 
4. cDNA 1µL 
Volume Final 20µL 
 
 
Quadro 5. Condições de termociclagem utilizadas para a amplificação dos genes 
em estudo. 
Etapas Temperatura Tempo 
Desnaturação inicial 95ºC 10 minutos 
40 ciclos 95ºC 15 segundos 






























4.1 Coleta das amostras e confecção do esfregaço 
 
Os esfregaços realizados a partir da PAAF dos linfonodos foram corados 
pelo método May-Grunwald-Giemsa. Foram realizados dois esfregaços, sendo 
o primeiro a partir da PAAF realizada com o auxílio do citoaspirador, e o 
segundo a partir da PAAF realizada com seringa e agulha. Consideramos 
viável para análise o material em que o esfregaço apresentava mais de 80% de 













Figura 4 – Esfregaço realizado a partir de PAAF de amígdala (tecido linfóide reacional) 

















Figura 5 – Esfregaço realizado a partir de PAAF de amígdala (tecido linfóide reacional) 


















Figura 6 – Esfregaço realizado a partir de PAAF de linfonodo feita com o auxílio do 



















Figura 7 – Esfregaço realizado a partir de PAAF de linfonodo, feita com seringa e agulha 
(punção B), corado pelo método May-Grunwald-Giemsa (100X).  
 
Os casos de LNH que foram considerados viáveis para este estudo 
estão descritos no Quadro 6. Foram, portanto, excluídos nessa fase 9/35 
pacientes (26%), pelos motivos descritos no Quadro 7. 
 
Quadro 6. Casos considerados viáveis para o estudo 
Tipo de linfoma nº de casos 
Linfoma difuso de grandes células B 14 
LNH anaplásico B 1 
LNH linfocítico de pequenas células 4 
Linfoma folicular 2 
Linfoma do manto 1 
LNH de células T periférico 1 
Linfoma linfoblástico T 1 
LNH de células T/NK nasal 1 
LNH histiocítico verdadeiro 1 







Dos LNH incluídos nesse estudo, 23 pacientes foram puncionados ao 
diagnóstico e 3 no momento da recidiva e/ou suspeita de transformação. 
 
Quadro 7. Casos de LNH excluídos do estudo após análise citológica. 
CASO DIAGNÓSTICO MOTIVO DA EXCLUSÃO 
1 LDGCB material hipocelular tanto na amostra A quanto na amostra B. 
Coleta prejudicada por edema em raiz de coxa  
2 LDGCB material hipocelular tanto na amostra A quanto na amostra B 




material hipocelular, amorfo tanto na amostra A quanto na 
amostra B 
5 LNH de células T 
nasal 
material extremamente hipocelular tanto na amostra A quanto na 
amostra B 
7 LDGCB material hipocelular tanto na amostra A quanto na amostra B. 
Coleta prejudicada por edema no local da punção 
9 LDGCB material hipocelular tanto na amostra A quanto na amostra B 
32 LDGCB  material hipocelular, amorfo tanto na amostra A quanto na 
amostra B 
36 LNH anaplásico T material hipocelular tanto na amostra A quanto na amostra B. 
Coleta prejudicada por necrose do tumor e edema no local da 
punção 
 
Aparentemente, não houve diferença na qualidade dos esfregaços 
obtidos com citoaspirador ou seringa e agulha. 
 
4.2 Avaliação da qualidade e quantidade do RNA das amostras 
 
Após a extração do RNA das amostras, suas qualidade e quantidade 
foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, corado 
com brometo de etídio. Podemos notar que as bandas de 26S e 18S são 
visíveis, atestando a integridade do RNA (Figura 8).  
A quantidade de RNA nas amostras de amígdalas obtidas com citoaspirador 
(A) variou de <1,0 a 6,2 µg. Nas amostras obtidas com seringa e agulha (B), a 






A quantidade de RNA nas amostras de LNH obtidas com citoaspirador (A) 
variou de <1,0 a 6,5 µg. Nas amostras obtidas com seringa e agulha (B) a 






Figura 8 – Eletroforese em gel de agarose a 2% para a visualização das bandas 28S e 
18S do RNA de 3 amostras de amígdalas obtidas por PAAF, sendo A as amostras 









Figura 9 – Eletroforese em gel de agarose a 2% para a visualização das bandas 28S e 
18S do RNA de 4 casos de linfoma não-Hodgkin obtidos por PAAF, sendo A as amostras 
obtidas com o auxílio do citoaspirador e B as amostras obtidas com seringa e agulha. 
 
4.3 Síntese de cDNA  
A síntese de cDNA foi realizada utilizando-se 2µg de RNA quando as 
amostras apresentaram concentração maior do que 100ng/µL (maioria dos 
controles), ou 10µL de RNA (maioria dos casos) quando apresentaram 
concentração menor do que 100ng/µL. O cDNA foi diluído 10X, acrescentando-
se 180µL de água estéril aos 20µL finais da reação. 
       10B                 11A                         11B 
28S 
18S 








4.4 Avaliação da qualidade do cDNA 
 
4.4.1 Amplificação do fragmento do gene NOTCH-2  
Quando utilizamos o primer NOTCH-2, de 311pb, para avaliarmos a 
qualidade do cDNA dos casos, tanto nas amostras obtidas com auxílio do 
citoaspirador (amostras A) quanto nas obtidas por seringa e agulha (amostras 








Figura 10 – Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata 0,35%, 
mostrando a amplificação do fragmento do gene NOTCH-2 de 311pb em 3 amostras (35A, 
35B e 37A) de linfoma não-Hodgkin, sendo A as amostras obtidas com auxílio do 
citoaspirador e B as amostras obtidas com seringa e agulha. M = ladder 100 pb. 
 
 
Quando utilizamos o primer NOTCH-2, de 311pb, para avaliarmos a 
qualidade do cDNA dos controles, nas amostras obtidas com auxílio do 
citoaspirador (amostras A) obtivemos 100% de amplificação, e nas amostras 
obtidas com seringa e agulha (amostras B) obtivemos 90% de amplificação. 
Como a amplificação desse fragmento exige grande integridade do RNA total, 
concluímos que as amostras de pacientes com LNH apresentaram um grau de 
degradação maior do que os controles.  
 
 M     29A   29B   33A    33B   35A   35B    37A     + -   
311pb












Figura 11 – Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata 
0,35%, mostrando a amplificação do fragmento do gene NOTCH-2 de 311pb em 6 
controles, sendo A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador e B as amostras 
obtidas com seringa e agulha. M = ladder 100 pb. 
 
 
4.4.2 Amplificação do fragmento do gene β-ACTINA 
Quando utilizamos o primer β-ACTINA de 155pb para avaliarmos a 
qualidade do cDNA dos casos, nas amostras obtidas com auxílio do 
citoaspirador (amostras A) obtivemos 100% de amplificação e nas amostras 





Figura 12 – Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata 0,35%, 
mostrando a amplificação do fragmento do gene β-ACTINA de 155pb em 5 amostras de 
linfoma não-Hodgkin, sendo A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador.  
 
A avaliação da qualidade do cDNA utilizando esse mesmo gene de 
155pb nos controles só foi realizada na única amostra em que não houve 
amplificação do fragmento do gene NOTCH-2 de 311pb (assumimos que, se 
foram positivas para NOTCH-2, também o seriam para β-ACTINA). Utilizando o 
primer β-ACTINA, o fragmento gênico de 155 pb da amostra 19B foi amplificado.  
                 
 311pb 
                  M         14A  14B  15A  15B  17A  17B    +      -  
 
155pb 






4.5 Avaliação da qualidade da poliA PCR 
 
4.5.1 Quantificação do produto da poliA PCR 
Após a amplificação do cDNA poliadenilado através da técnica de 
poliA PCR, o produto da reação foi quantificado pelo Nanodrop, sendo 
comparado aos respectivos cDNAs sem amplificação. Os resultados das 
quantificações do cDNA das amostras de LNH e dos controles estão descritos 
nos Quadros 8, 9 e 10. Podemos notar que a técnica de poliA PCR garantiu um 
aumento de 10 vezes na quantidade de cDNA na maioria dos casos e controles.   
 
4.5.2 Amplificação do fragmento do gene β-ACTINA a partir do 
cDNA poliA 
Quando utilizamos o primer β-ACTINA de 155pb para avaliarmos a 
qualidade do produto da poliA PCR de todos os casos de LNH, tanto nas 
amostras obtidas com auxílio do citoaspirador (amostras A) como nas amostras 







Figura 13 – Eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio 
mostrando a amplificação do fragmento do gene β-ACTINA de 155pb em 4 amostras 
de linfoma não-Hodgkin, sendo A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador e 










Quando utilizamos o primer β-ACTINA de 155pb para avaliarmos a 
qualidade do produto da poliA PCR dos controles, tanto nas amostras obtidas 
com auxílio do citoaspirador (amostras A) como nas amostras obtidas com 








Figura 14 – Eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio 
mostrando a amplificação do fragmento do gene β-ACTINA de 155pb em 10 controles, 
sendo A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador. M = ladder 100 pb. 
 
4.5.3 Amplificação do fragmento do gene PGK a partir do cDNA poliA 
Quando utilizamos o primer PGK de 298pb para avaliarmos a 
qualidade do cDNA de todos os casos de LNH, nas amostras obtidas com 
auxílio do citoaspirador (amostras A) obtivemos 69% de amplificação, e nas 









Figura 15 – Eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio mostrando 
a amplificação do fragmento do gene PGK de 298pb em 5 amostras de linfoma não-Hodgkin, 
sendo A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador. M = ladder 100 pb. 
 
   155pb 
           M             10A    11A   12A   13A   14A   15A   17A   18A   19A   20A       +       - 
 







Quando utilizamos o primer PGK de 298pb para avaliarmos a 
qualidade do produto da poliA PCR dos controles, tanto nas amostras obtidas 
com auxílio do citoaspirador (amostras A) quanto nas amostras obtidas com 







Figura 16 – Eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio 
mostrando a amplificação do fragmento do gene PGK de 298pb em 7 controles, sendo 
A as amostras obtidas com auxílio do citoaspirador e B as amostras obtidas com 
seringa e agulha. M = ladder 100 pb. 
 
 
4.6 Quantificação da expressão gênica pela RT-PCR em tempo real 
 
A quantificação da expressão gênica pela técnica de RT-PCR em 
tempo real foi realizada neste estudo para que pudéssemos avaliar a eficiência 
da técnica de poliA PCR, comparando a equivalência no nível de expressão de 
alguns genes quando confrontamos amostras de cDNA com amostras de cDNA 
amplificados (cDNA poliA). 
Para isso foram selecionadas amostras de cDNA de 5 controles e 10 
casos e seus respectivos cDNAs amplificados, totalizando 10 controles e 20 
casos. Dos 10 casos, 8 deles apresentavam diagnóstico de LDGCB e 2 de 
linfoma folicular. Nove casos foram puncionados ao diagnóstico a apenas um 
na suspeita de transformação.  
Nesta etapa do estudo,e apenas por comodidade, uma vez que 
nenhuma diferença entre os tipos de punção foi observada, utilizamos somente 
amostras colhidas com auxílio do citoaspirador (amostras A). 
 







Para compararmos os níveis de amplificação das amostras, 
dividimos a média das triplicatas de cada gene alvo pela média das triplicatas 
do gene constitutivo para as amostras de cDNA ou de cDNA poliA. 
Posteriormente, dividimos o resultado da quantificação relativa de cDNA pelo 





Portanto, as amplificações foram consideradas equivalentes quando 
os valores obtidos foram próximos de 1,0. 
Quando comparamos as amplificações das amostras de cDNA e 
cDNA poliA dividindo o gene alvo NFκB pelo gene constitutivo GAPDH, os 
valores variaram de 1,10 a 1,34 (mediana 1,24) (Quadro 11). 
Quando comparamos as amplificações da amostras de cDNA e 
cDNA poliA dividindo o gene alvo NFκBIA pelo gene constitutivo GAPDH, os 
valores variaram de 1,09 a 1,32 (mediana 1,21) (Quadro 11). 
Nossos resultados demonstraram que 100% das amostras 
apresentaram níveis de amplificação equivalentes para o gene constitutivo 
GAPDH e para os genes alvo NFκB e NFκBIA. 
Seguem no Anexo os quadros mostrando os valores dos Cts dos 
genes estudados nas amostras de cDNA e cDNA poliA. 
 
(cDNA)  Gene Alvo /   (cDNA) Gene Constitutivo 






Quadro 8. Quantificações dos RNAs e seus respectivos cDNAs e cDNAs poliA e resultados das amplificações dos controles. 
 
Controle Quantificação RNA Quantificação Quantificação Razão NOTCH-2  β-actina PoliA PCR PoliA PCR 
  gel (ng/µL) total (µg) cDNA (ng/µL) cDNA poliA (ng/µL) cDNA poliA/cDNA (311pb) (155pb) β-Actina (155pb) PGK (298pb) 
10 A <100 <1 134,4 1351,5 10,05   NR     
11 A 100 2,3 74,5 1348,5 18,10   NR     
12 A <100 <1 98,6 1347,2 13,66   NR     
13 A <100 <1 124,9 1406,5 11,26   NR     
14 A <100 <1 102,7 1285,5 12,51   NR     
15 A 250 6,2 59,1 1403 23,73   NR     
17 A <100 <1 84,1 1290,8 15,34   NR     
18 A 100 1,5 119,2 1303,4 10,93   NR     
19 A <100 <1 126,5 1296,1 10,24   NR     
20 A <100 <1 54,8 1261,7 23,02   NR     
          
Controle Quantificação RNA  Quantificação Quantificação Razão NOTCH-2 β-actina PoliA PCR PoliA PCR 
  gel (ng/µL) total (µg) cDNA (ng/µL) cDNA poliA (ng/µL) cDNA poliA/cDNA (311pb) (155pb) β-Actina (155pb) PGK (298pb) 
10 B 100 2,6 79,5 1275,4 16,04   NR     
11 B 100 2,4 134 1325,3 9,89   NR     
12 B <100 <1 103,3 1270,6 12,3   NR     
13 B 100 2,5 153,6 1302,2 8,47   NR     
14 B 100 2,5 29,04 1289,4 44,4   NR     
15 B 250 4,7 83,2 1223,1 14,7   NR     
17 B <100 <1 55,1 1259,6 22,86   NR     
18 B <100 <1 62,5 1376,9 22,03   NR     
19 B <100 <1 89,9 1208,5 13,44         
20 B <100 <1 83,2 1211 14,55   NR     
         NR = Não realizado – Testado apenas no controle 19, que havia sido negativo para NOTCH-2 






Quadro 9. Quantificações dos RNAs e seus respectivos cDNAs e cDNAs poliA e resultados das amplificações dos casos A. 
 
Caso Quantificação RNA  Quantificação Quantificação Razão NOTCH-2 β-actina PoliA PCR PoliA PCR 
  gel (ng/µL) total (µg) cDNA (ng/µL) cDNA poliA (ng/µL) cDNA poliA/cDNA (311pb) (155pb) β-Actina (155pb) PGK (298pb) 
6A <100 <1 184,6 1443,7 7,8        
8A <100 <1 156,1 1266,3 8,11       
16A <100 <1 149,5 949,7 6,35         
22A <100 <1 112,5 1348,5 11,98         
23A <100 <1 292,4 1373,1 4,69         
26A 250 6,5 203,4 1373,8 6,75         
28A <100 <1 120,9 1322,8 10,94         
29A 100 1,3 89,4 1436,9 16,07         
30A <100 <1 262,1 1245,9 4,75         
33A 100 1,3 272,9 1328 4,86         
35A 100 1,1 145,2 1385,3 9,54         
37A 100 1,2 61,1 1569,7 25,69         
38A 100 1 388,6 1245,9 3,2         
39A <100 <1 75,7 1252 16,53         
40A <100 <1 114,1 1464,6 12,83         
41A <100 <1 85,7 1243,6 14,51         
42A <100 <1 150,9 1348,9 8,93         
43A <100 <1 91,6 1385,4 15,12         
44A <100 <1 165,6 1289,7 7,78         
45A <100 <1 140,9 1455,9 10,33         
47A <100 <1 79,5 1331,3 16,74        
48A <100 <1 66,4 1450,4 21,84        
49A <100 <1 145,6 1301,8 8,94        
51A 250 5,5 383,3 1160,5 3,02         
52A <100 <1 140,8 1218,4 8,65         
54A <100 <1 108,7 1144,6 10,52         






Quadro 10. Quantificações dos RNAs e seus respectivos cDNAs e cDNAs poliA e resultados das amplificações dos casos B. 
Caso  Quantificação RNA  Quantificação Quantificação Razão NOTCH-2 β-actina PoliA PCR PoliA PCR 
  gel (ng/µL) total (µg) cDNA (ng/µL) cDNA poliA (ng/µL) cDNA poliA/cDNA (311pb) (155pb) β-Actina (155pb) PGK (298pb) 
6B <100 <1 174,8 1355,3 7,75         
8B <100 <1 156,1 1266,2 8,11         
21B 100 3,6 197 1479,9 7,51         
22B <100 <1 142,3 1450,8 10,19         
23B <100 <1 101,2 1385,6 13,69         
26B <100 <1 193,2 1314,6 6,8         
28B <100 <1 148,5 1316,8 8,86         
29B 100 1,2 111,4 1222 10,96         
30B <100 <1 90,6 1355,1 14,95         
33B 100 1,3 139,4 1351,7 9,69         
35B 100 1 105 1386 13,2         
37B 100 1,2 71,2 1385,4 19,45         
38B 100 1,1 342,5 1376,4 4,01         
39B <100 <1 141,9 1279,3 9,01         
40B <100 <1 140,8 1323,5 9,39         
41B <100 <1 108,5 1391,8 12,82         
42B <100 <1 174 871,6 5         
43B <100 <1 139,3 1413,3 10,14         
44B <100 <1 340,9 1364,1 4         
45B <100 <1 147,7 1304,2 8,83         
47B <100 <1 80,8 1234 15,27         
48B <100 <1 67,6 1318,5 19,5         
49B <100 <1 81,1 1265,7 15,6         
51B 250 5,5 291 1317,5 4,52         
52B <100 <1 157,2 1308,1 8,32         
54B <100 <1 104,4 1467,2 14,05         







Quadro 11. Comparação das amplificações dos genes em estudo nas 
amostras de cDNA e cDNA poliA. 
 
cDNA/cDNA poliA NFκB/GAPDH NFκBIA/GAPDH 
Casos   
35A 1,32 1,29 
37A 1,23 1,25 
39A 1,17 1,12 
40A 1,27 1,26 
41A 1,26 1,19 
42A 1,10 1,11 
44A 1,14 1,09 
51A 1,27 1,21 
52A 1,21 1,15 
54A 1,22 1,21 
Controles   
12A 1,24 1,20 
13A 1,25 1,25 
14A 1,12 1,12 
15A 1,26 1,22 








4.7 Fluxograma das técnicas utilizadas 
A partir desse estudo, propomos nas Figuras 17, 18 e 19 um 
conjunto de etapas para a viabilização de estudos de expressão gênica a partir 
de PAAF em LNH.   
 
Figura 17- PAAF + RT-PCR para amplificação do fragmento do gene β-Actina (155pb) 



















< 80% de Células Linfóides
Exclusão da 
Amostra
> 80% de Células Linfóides
Extração do RNA armazenado em 1mL de Trizol, 
realizando apenas uma lavagem com clorofórmio
Quantificação aproximada do RNA
em gel de agarose 2%
PCR com primer β-Actina (155pb)
Amostra com [  ] < 100ng/µL
10µL de RNA  para a síntese de cDNA
Amostra com [  ] > 100ng/µL





Lavagem do material restante na seringa 








Figura 18 - Amplificação do cDNA para aumentar a quantidade de material genômico 




........................_______________________________AAAAA 3´ mRNA 
  
                 
                   
                                            Reverse transcription 
 
A – First strand          .....................__________________________ AAAAA 3´ mRNA 
synthesis                                                                                   TTTTT 5´ First strand cDNA 
                                                                                                        dT primer 
             
                                    Terminal tailing    
                                          
B – Terminal         3´AAAAA __________________________TTTTT 5´ First strand Cdna            




C – Second         3´AAAAA_____________________________TTTTT 5´ First strand cDNA 
strand synthesis   5´TTTTT_____________________________AAAAA 3´ Second strand cDNA          
                        dT primer            
 
 
                       
                                                                                                                      dT primer 
D – PCR                                                                                        TTTTT 5´ Third strand cDNA 
 amplification               5´TTTTT                      PCR                      AAAAA 3´ Second strand cDNA          
                
 
 




                                       
                              1µL (~1µg) do produto da reação de poliA PCR      
                                                                                                                                                
 
 
  RT-PCR com primer β-Actina (155pb)                     RT-PCR com primer PGK (298pb) 
 
 
   










Figura 19 - RT-PCR em tempo real para amplificação de gene normalizador e gene alvo 
 







       
                   Gene(s)  Normalizador(es)                   Genes Alvo 
    








1µL (~1µg) do produto da reação de poliA PCR 







4.7 Aspectos éticos 
 
No dia 07/07/2006, o Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
































No presente trabalho, pudemos demonstrar que a PAAF, tanto com o 
citoaspirador quanto com seringa e agulha, é uma boa fonte de pequena 
quantidade de RNA, mas suficiente para amplificar fragmentos de genes de 
aproximadamente 150 pb em mais de 95% das amostras. Ainda, através da 
implantação da técnica de poliA PCR, conseguimos aumentar significativamente a 
quantidade de cDNA para futuros estudos de expressão gênica. Utilizando a 
técnica de Real Time PCR, conseguimos demonstrar equivalência no nível de 
expressão de genes-alvo quando utilizamos o produto da reação de poliA PCR 
comparados com amostras de cDNA não-amplificados. 
Com os avanços na compreensão da biologia, imunologia e genética 
molecular dos linfomas nas últimas duas décadas, as neoplasias linfóides são 
atualmente definidas a partir de uma combinação de fatores, que incluem 
características morfológicas, imunofenotípicas, genotípicas e clínicas.  
As biópsias teciduais ainda são consideradas padrão-ouro para a 
subclassificação dos linfomas, mas em casos em que não é possível obter 
material através de biópsia (pela localização do tumor ou condições clínicas do 
paciente), é possível diagnosticar e classificar alguns subtipos de linfomas a partir 
de material obtido por PAAF (Harris et al, 2000). Esta técnica permite a obtenção 
de células através de um procedimento que não requer internação, anestesia, não 
deixa cicatriz, sendo ainda um método seguro, rápido e de baixo custo. 
Estudos de expressão gênica tendo como fonte de RNA amostras de 
células obtidas por PAAF em neoplasias de tireóide, pulmão e mama têm 
demonstrado que o pequeno volume de material obtido nesse procedimento é 
capaz de viabilizar estudos envolvendo técnicas moleculares, principalmente 
microarray de cDNA (Sotiriou et al, 2002; Lim et al, 2003). A PAAF também vem 
sendo utilizada como método de obtenção de material para estudos de expressão 
gênica em alguns tipos de linfoma (Goy et al, 2005; Sakhinia et al, 2007).  
No presente estudo, tentamos estabelecer qual o melhor método para 
a obtenção de boa quantidade de material a partir da punção de linfonodos: 
citoaspirador ou seringa e agulha. A confecção dos esfregaços, realizados tanto a 
partir de amostras obtidas com o auxílio do citoaspirador quanto para amostras 






apesar do benefício aparente da pressão negativa exercida pelo equipamento, o 
uso do citoaspirador não parace oferecer vantagem sobre a seringa e agulha. 
Essa constatação nos deixou bastante satisfeitos, uma vez que confirma a 
possibilidade de obtenção de material para estudo mesmo em serviços em que 
não se dispõem do citoaspirador. 
Algumas amostras não foram incluídas nas etapas subseqüentes pois 
a quantidade de células presentes na lâmina não nos pareceu satisfatória. Na 
maioria dos casos, esse resultado foi atribuído a fatores relacionados ao paciente 
(edema ou necrose local) e não ao médico que realizou o procedimento.  Além 
disso, todas as punções foram realizadas pelo mesmo médico, evitando maior 
variabilidade na obtenção do material.  
A lavagem do conteúdo remanescente na seringa e agulha foi feita 
em solução salina estéril contendo EDTA e posteriormente congelado em 1mL 
de TRizol. Algumas das amostras coletadas no início do projeto foram perdidas 
quando armazenadas apenas em salina estéril, pois houve formação de 
coágulo. Portanto a utilização do anticoagulante foi essencial para a 
preservação da amostra.  
A extração do RNA utilizando-se o reagente TRizol foi o método 
escolhido para bloquear imediatamente a degradação do RNA, sendo o material 
congelado a -70oC até posterior extração. Apesar de haver maior perda de 
material utilizando este método, nossos resultados foram bastante satisfatórios. 
Contudo consideramos a possibilidade de testarmos a extração de RNA através 
de kits apropriados para pequenas amostras em estudos futuros. A vantagem de 
se congelar o material em Trizol é a de viabilizar a extração de um maior número 
de amostras de um só vez. O uso de kits de extração de RNA, embora reduzam o 
tempo de manipulação da amostra, exigem que o procedimento seja feito 
imediatamente após a coleta do material, o que nem sempre é possível. 
A avaliação da qualidade do RNA realizada em gel de agarose a 2% 
corado com brometo de etídio, embora tenha apresentado bandas 18S e 28S 
evidentes, essas eram em geral de fraca intensidade, denotando, indiretamente, 






A avaliação da quantidade do RNA utilizando o espectrofotômetro 
(Nanodrop) forneceu quantificações elevadas e incompatíveis com as 
intensidades das bandas observadas no gel de agarose. Portanto, para 
assegurarmos a exatidão dos resultados, optamos por quantificar o RNA também 
em gel de agarose, em relação a uma amostra de linhagem celular (DU145) com 
quantificações conhecidas (100ng, 250ng, 500ng e 1000ng).  
Para assegurarmos ainda mais a qualidade/integridade dos cDNAs, 
utilizamos também a amplificação do gene NOTCH-2, de 311pb. A amplificação 
desse gene foi feita com primers que requerem a presença de um fragmento de 
RNA íntegro. Nas amostras de amígdalas obtivemos resultados excelentes, 
porém o mesmo não aconteceu com os casos de LNH. Isso pode ser explicado, 
em parte, pela facilidade em se realizar a punção “in vitro”, na palca de Petri, 
das amígdalas imediatamente extraídas do paciente em relação à PAAF 
realizada “in vivo”. No paciente,  o linfonodo pode estar pouco acessível devido 
a maior panículo adiposo, edema, necrose tumoral, reposicionamento da 
agulha por movimentação do paciente durante a punção, podendo também o 
procedimento ser interrompido por dor ou sangramento.  
Devido a não obtenção de resultados satisfatórios com a amplificação do 
gene NOTCH-2 na maioria dos casos de LNH, resolvemos testar a 
qualidade/integridade do cDNA amplificando um fragmento menor (gene β-ACTINA, 
155pb). Com este par de  primers, que além de amplificar fragmentos menores 
exige menor integridade do RNA, obtivemos sucesso em 100% das amplificações. 
Um dos objetivos desse estudo foi encontrar alternativas capazes de 
suprir eventuais falhas na obtenção de RNA em quantidade/qualidade 
suficientes para viabilizar estudos de expressão gênica a partir de amostras 
obtidas pela PAAF.  
A primeira proposta foi a modificação de algumas etapas no processo 
de extração de RNA, como a eliminação das duas lavagens feitas com 
Trizol/clorofórmio, que teriam a finalidade de assegurar a pureza do material. 
Embora a pureza da amostra tenha sido prejudicada, a eliminação destas estapas 






A segunda proposta foi aumentar a quantidade de cDNA disponível para 
estudos através da sua amplificação pela técnica de poliA PCR. Esse método 
gerou um aumento de pelo menos 10 vezes na quantidade de cDNA na maioria dos 
casos e controles quando comparados aos respectivos cDNAs não-amplificados. 
Para a quantificação dos cDNAs amplificados (cDNA poliA) e não-amplificados, o 
espectrofotômetro Nanodrop forneceu quantificações adequadas, ao contrário do 
ocorrido com as amostras de RNA. 
Quando avaliamos a qualidade do produto da poliA PCR por RT-PCR, 
utilizando os primers para amplificação da  β-ACTINA (de 155pb), obtivemos êxito 
em 100% das amplificações tanto dos casos quanto dos controles. Já com a 
utilização dos primers para amplificação de gene  PGK, de 298pb, constatamos 
que o material proveniente de PAAF de pacientes com LNH apresenta maior grau 
de degradação, comprovado através da ineficiência de amplificação de 
fragmentos maiores do que aproximadamente 150 pb em cerca de 30% das 
amostras dos casos. 
Ao compararmos amostras de cDNA não-amplificados com amostras 
de cDNA amplificado utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real, obtivemos 
resultados equivalentes (razão ao redor de 1). Isso demonstra que a técnica de 
poliA PCR é útil para aumentar a quantidade de cDNA e fornece níveis de 
expressão de genes-alvo equivalentes ao cDNA não-amplificado. Não 
encontramos esse tipo de confirmação nos estudos disponíveis na literatura. 
Considerando as dificuldades encontradas em nossa instituição para a 
implantação de um banco de tumores a partir de tecido fresco congelado, a 
próxima etapa deste estudo envolverá a utilização desta técnica para obtenção de 
material genômico que viabilize não só estudos de expressão gênica em linfomas, 
como também tumores de cabeça e pescoço, tireóide, entre outros, criando uma 
parceria com outras especialidades (Anatomia Patológica, Cirurgia de Cabeça e 
Pescoço, Endocrinologia) e uma fonte quase que inesgotável de material 




























1- Nossos resultados demonstram que a PAAF, tanto com o citoaspirador 
quanto com seringa e agulha, é uma boa fonte de pequena quantidade de 
RNA, mas suficiente para amplificar fragmentos de genes de 
aproximadamente 150 pb em mais de 95% das amostras.  
 
 
2- Através da técnica de poliA PCR conseguimos aumentar significativamente 
a quantidade de cDNA para estudos de expressão gênica. Através da 
técnica de Real Time PCR conseguimos demonstrar a equivalência das 
amplificações em 15 amostras avaliadas utilizando dois genes-alvo e um 
gene constitutivo quando utilizamos o produto da reação de poliA PCR 
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Anexo 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
VIABILIDADE DE ESTUDOS DE EXPRESSÃO GÊNICA A PARTIR DE 
MATERIAL OBTIDO POR PUNÇÃO ASPIRATIVA POR AGULHA FINA (PAAF) EM 
LINFOMAS NÃO-HODGKIN 
 
Você está sendo admitido neste hospital para investigar o aumento de seus 
linfonodos. Se for confirmado o diagnóstico de linfoma não-Hodgkin pela biópsia do 
linfonodo, estamos solicitando a sua autorização para realizar uma punção aspirativa com 
agulha fina para obter material para pesquisa científica. A punção é feita com uma 
seringa e uma agulha estéreis, sem necessidade de anestesia local. Primeiramente ela 
será realizada através de um citoaspirador, onde a seringa será acoplada, e em seguida 
será feita uma outra punção igual à primeira, mas sem o uso do citoaspirador. Esse 
material será congelado a -80ºC e será utilizado em pesquisa que tem por objetivo 
estudar genes envolvidos no desenvolvimento da sua doença.  
As punções não implicarão em riscos adicionais para você, nem exigirão que se 
submeta a qualquer procedimento adicional. Neste estudo não há benefícios ou prejuízos 
financeiros aos participantes e você poderá retirar o seu consentimento a qualquer 
momento, sem prejuízo à continuidade de seu tratamento na instituição. As informações 
obtidas pelos estudos no qual a sua amostra será utilizada serão analisadas em conjunto 
com outros pacientes sem que seja divulgada a identificação dos mesmos.  
 Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP de acordo com o processo número 0762/06, sendo os principais investigadores o 
Dr. Riguel Jun Inaoka ( médico responsável pelas punções) e a Biomédica Fernanda Cristina 
Corbi, que poderão ser encontrados na Disciplina de Hematologia e Hemoterapia, tel: 
55764240 ou 55791550. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da 
pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 
– 1º andar – cj 14; tel: 55711062, FAX: 55397162 – E-mail: cepunifesp@epm.br. 
Eu discuti com o Dr.Riguel Jun Inaoka e/ou Fernanda Cristina Corbi sobre a minha 
decisão em participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do 
estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimento permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, 
prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu 
atendimento neste serviço. 
 
 
Assinatura do paciente/representante legal   Data     /     /  
 
Assinatura da testemunha, para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, 
semi-analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual. Data     /     / 
 
 
(Somente para os responsáveis do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 






Grupo Controle – Tonsila Palatina 
Termo de Consentimento Pós-Informação 
 
Projeto: Estudos de expressão gênica em linfomas não-Hodgkin a partir de material 
genômico obtido por punção aspirativa por agulha fina. 
 
 
Você está sendo admitido (a) neste hospital para amigdalectomia (cirurgia para remoção 
das amígdalas).  
 
Para obter maior conhecimento clínico e científico sobre o câncer, o corpo clínico deste 
hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa científica. Através desta 
pesquisa é possível conhecer melhor os mecanismos de alguns tipos de câncer e, 
portanto, oferecer novas possibilidades de diagnóstico e tratamento.  
 
Para fazer este estudo é necessário comparar os resultados obtidos em pacientes que 
têm câncer com aqueles de pessoas que não têm câncer, como você. Por isso, você 
está sendo convidado a colaborar com este estudo, autorizando que quando forem 
extraídas as suas amígdalas, este material seja encaminhado para uso em pesquisas 
científicas. O uso deste material não implicará em riscos adicionais para você, nem 
exigirá que se submeta a qualquer procedimento adicional.  
 
Todo o material coletado e usado nesta pesquisa será identificado no laboratório por 
código formado por números e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serão 
preservadas. A eventual inclusão dos resultados em publicação científica será feita de 
modo a manter o anonimato do paciente.  
 
Concordando com o uso deste material, de modo descrito, é necessário esclarecer que 
você não terá benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados 
decorrentes da pesquisa. Se você não concordar com o uso deste material para 
pesquisa, sua decisão não influenciará, de nenhum modo, o seu tratamento. 
 
Você receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado em seu 
prontuário. 
 
Caso você tenha questões a fazer sobre este acordo ou alguma dúvida que não tenha 
sido esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissão de 
Ética da UNIFESP/EPM – Rua Botucatu, 572, 1º andar cj 14. Fone 5571-1062, FAX 5539-
7162. 
 
Assinatura do (a) paciente ou Representante Legal:______________________________ 
 
Nome do (a) paciente :_____________________________________________________ 
 
RG do Prontuário Médico: _________________________________________________ 
 







Anexo 3 - Quantificações das amostras de cDNA e cDNA poliA dos casos de 
linfoma não-Hodgkin e dos controles. 
Quantificação das amostras de cDNA e cDNA poliA dos casos de linfoma não-Hodgkin.  
AMOSTRA                      260                    280                  R              [ ] ng/µL 
6A         
cDNA  5,59 3,16 1,77 184,6 
cDNA poliA  43,74 12,78 3,42 1443,7 
6B         
cDNA  5,29 3,11 1,7 174,8 
cDNA poliA  41,07 11,72 3,5 1355,3 
8A         
cDNA  4,73 2,8 1,68 156,1 
cDNA poliA  38,37 11,22 3,42 1266,2 
8B         
cDNA  4,75 2,77 1,71 156,8 
cDNA poliA  39,95 11,81 3,38 1318,5 
16A         
cDNA  4,52 2,65 1,71 149,5 
cDNA poliA 28,78 9,37 3,07 949,7 
21B         
cDNA 5,96 3,35 1,78 197 
cDNA poliA 44,84 12,87 3,48 1479,9 
22A         
cDNA 3,4 1,97 1,97 112,5 
cDNA poliA 40,85 11,79 3,46 1348,3 
22B         
cDNA 4,31 2,56 1,68 142,3 
cDNA poliA 43,96 18,64 3,48 1450,8 
23A         
cDNA 8,86 5,18 1,71 292,4 
cDNA poliA 41,61 11,95 3,48 1373,1 
23B         
cDNA 3,06 1,86 1,64 101,2 
cDNA poliA 41,98 12,05 3,48 1385,6 
26A         
cDNA 6,16 3,4 1,81 203,4 
cDNA poliA 41,63 12,02 3,46 1373,8 
26B         
cDNA 5,85 3,49 1,68 193,2 
cDNA poliA 39,83 11,55 3,45 1314,6 
28A         
cDNA 3,66 2,18 1,68 120,9 
cDNA poliA 40,08 11,73 3,42 1322,8 
28B         
cDNA 4,5 2,75 1,63 148,5 
cDNA poliA 39,9 11,66 3,42 1316,8 
29A         
cDNA 2,7 1,67 1,62 89,4 
cDNA poliA 43,51 12,84 3,39 1436,9 
29B         
cDNA 3,37 2,08 1,62 111,4 
cDNA poliA 37,03 10,82 3,42 1222 
30A         
cDNA 7,92 4,73 1,68 262,1 








AMOSTRA                      260                     280                      R              [ ] ng/µL 
30B         
cDNA 2,74 1,73 1,59 90,6 
cDNA poliA 41,06 11,7 3,51 1355,1 
33A         
cDNA 8,27 4,7 1,76 272,9 
cDNA poliA 40,24 11,91 3,38 1328 
33B         
cDNA 4,22 2,55 1,66 139,4 
cDNA poliA 40,96 11,77 3,48 1351,7 
35A         
cDNA 4,4 2,39 1,84 145,2 
cDNA poliA 41,97 12,28 3,42 1385,3 
35B         
cDNA 3,18 1,83 1,74 105 
cDNA poliA 42 12,34 3,4 1386 
37A         
cDNA 1,85 1,17 1,58 61,1 
cDNA poliA 47,56 13,71 3,47 1569,7 
37B         
cDNA 2,15 1,35 1,59 71,2 
cDNA poliA 41,98 12,02 3,49 1385,4 
38A         
cDNA 11,77 6,84 1,72 388,6 
cDNA poliA 37,75 10,86 3,48 1245,9 
38B         
cDNA 10,37 5,96 1,74 342,5 
cDNA poliA 41,7 11,85 3,52 1376,4 
39A         
cDNA 2,29 1,35 1,69 75,7 
cDNA poliA 37,93 11,11 3,41 1252 
39B         
cDNA 4,3 2,52 1,71 141,9 
cDNA poliA 38,76 11,13 3,48 1279,3 
40A         
cDNA 3,45 1,94 1,78 114,1 
cDNA poliA 44,38 13,25 3,35 1464,6 
40B         
cDNA 4,26 2,39 1,79 140,8 
cDNA poliA 40,1 11,76 3,41 1323,5 
41A         
cDNA 2,59 1,49 1,74 85,7 
cDNA poliA 37,68 11,36 3,32 1243,6 
41B         
cDNA 3,28 1,84 1,78 108,5 
cDNA poliA 42,17 12,37 3,41 1391,8 
42A         
cDNA 4,57 2,57 1,77 150,9 
cDNA poliA 40,87 12,48 3,27 1348,9 
42B         
cDNA 5,27 2,71 1,95 174 
cDNA poliA 26,41 9,25 2,85 871,6 
43A         
cDNA 2,77 1,6 1,73 91,6 








AMOSTRA                      260                     280                      R              [ ] ng/µL 
43B         
cDNA 4,22 2,27 1,86 139,3 
cDNA poliA 42,82 12,57 3,4 1413,3 
44A         
cDNA 5,01 2,63 1,9 165,6 
cDNA poliA 39,08 11,64 3,36 1289,7 
44B         
cDNA 10,33 5,52 1,87 340,9 
cDNA poliA 41,33 12,28 3,37 1364,1 
45A         
cDNA 4,27 2,26 1,88 140,9 
cDNA poliA 44,12 12,9 3,42 1455,9 
45B         
cDNA 4,47 2,38 1,87 147,7 
cDNA poliA 39,52 11,61 3,4 1304,2 
47A         
cDNA 2,4 1,4 1,71 79,5 
cDNA poliA 40,34 11,76 3,43 1331,3 
47B         
cDNA 2,44 1,45 1,68 80,8 
cDNA poliA 37,39 10,82 3,45 1234 
48A         
cDNA 2,01 1,16 1,72 66,4 
cDNA poliA 43,95 12,7 3,46 1450,4 
48B         
cDNA 2,04 1,18 1,73 67,6 
cDNA poliA 39,95 11,46 3,48 1318,5 
49A         
cDNA 4,41 2,31 1,9 145,6 
cDNA poliA 39,44 11,66 3,38 1301,8 
49B         
cDNA 2,45 1,38 1,77 81,1 
cDNA poliA 38,53 11,15 3,44 1265,7 
51A         
cDNA 11,61 6,38 1,82 383,3 
cDNA poliA 35,16 10,49 3,35 1160,5 
51B         
cDNA 8,81 4,84 1,82 291 
cDNA poliA 39,92 11,44 3,49 1317,5 
52A         
cDNA 4,26 2,4 1,77 140,8 
cDNA poliA 36,92 10,71 3,44 1218,4 
52B         
cDNA 4,76 2,63 1,81 157,2 
cDNA poliA 39,63 11,53 3,44 1308,1 
54A         
cDNA 3,29 1,75 1,88 108,7 
cDNA poliA 34,68 10,36 3,35 1144,6 
54B         
Cdna 3,16 1,7 1,86 104,4 
cDNA poliA 44,46 11,95 3,72 1467,2 






Quantificação das amostras de cDNA e cDNA poliA dos controles. 
AMOSTRA               260              280                  R              [ ] ng/µL 
10A         
cDNA  4,07 2,41 1,69 134,4 
cDNA poliA  40,95 11,32 3,62 1351,5 
10B         
cDNA  2,41 1,44 1,67 79,5 
cDNA poliA  38,64 10,93 3,53 1275,4 
11A         
cDNA  2,25 1,37 1,64 74,5 
cDNA poliA  40,86 11,51 3,55 1348,5 
11B         
cDNA  4,05 2,35 1,73 134 
cDNA poliA  40,15 11,34 3,54 1325,3 
12A         
cDNA  2,98 1,71 1,75 98,6 
cDNA poliA 40,82 11,19 3,65 1347,2 
12B         
cDNA 3,13 1,82 1,72 103,3 
cDNA poliA 38,5 10,85 3,55 1270,6 
13A         
cDNA 3,78 2,2 1,71 124,9 
cDNA poliA 42,62 11,9 3,58 1406,5 
13B         
cDNA 4,65 2,68 1,73 153,6 
cDNA poliA 39,46 11,09 3,56 1302,2 
14A         
cDNA 3,11 1,78 1,74 102,7 
cDNA poliA 38,95 10,8 3,61 1285,5 
14B         
cDNA 0,89 0,54 1,64 29,04 
cDNA poliA 39,07 10,91 3,58 1289,4 
15A         
cDNA 1,79 1,05 1,7 59,1 
cDNA poliA 42,51 11,59 3,67 1403 
15B         
cDNA 2,52 1,49 1,69 83,2 
cDNA poliA 37,06 10,59 3,5 1223,1 
17A         
cDNA 2,54 1,55 1,63 84,1 
cDNA poliA 39,11 11 3,55 1290,8 
17B         
cDNA 1,67 1,01 1,64 55,1 
cDNA poliA 38,16 10,67 3,57 1259,6 
18A         
cDNA 3,61 2,07 1,74 119,2 
cDNA poliA 39,49 11,05 3,57 1303,4 
18B         
cDNA 1,89 1,12 1,68 62,5 








AMOSTRA               260               280                      R              [ ] ng/µL 
19A         
cDNA 3,83 2,26 1,69 126,5 
cDNA poliA 39,27 10,94 3,59 1296,1 
19B         
cDNA 2,72 1,62 1,68 89,9 
cDNA poliA 36,62 10,26 3,57 1208,5 
20A         
cDNA 1,66 1 1,65 54,8 
cDNA poliA 38,23 10,69 3,58 1261,7 
20B         
cDNA 2,52 1,48 1,7 83,2 
cDNA poliA 36,69 10,43 3,52 1211 







Anexo 4 - Tabelas com os valores dos Cts dos genes estudados nas amostras 
de cDNA e cDNA poliA. 
Valores dos Cts do gene constitutivo GAPDG nas amostras de cDNA dos 
casos e controles. 
GAPDH     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 18,73 19,34 19,70 19,26 
37A 22,82 22,05 - 22,66 
39A 23,04 23,62 23,88 23,51 
40A 19,86 20,89 20,53 20,43 
41A 20,15 20,34 20,32 20,27 
42A 21,38 21,34 - 21,36 
44A 20,26 20,45 - 20,36 
51A 19,12 19,38 - 19,25 
52A 21,02 20,48 21,34 20,95 
54A 19,75 19,62 19,29 19,55 
CONTROLES     
12A 27,73 28,52 28,43 28,23 
13A 26,03 26,37 26,65 26,35 
14A 25,81 26,92 - 26,37 
15A 27,18 28,04 - 27,61 







Valores dos Cts do gene alvo NFκB nas amostras de cDNA dos casos e controles 
NFκB     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 28,38 28,29 28,91 28,53 
37A 35,11 34,45 35,24 34,93 
39A 30,13 31,08 30,03 30,41 
40A 28,25 28,03 28,18 28,15 
41A 26,34 26,82 - 26,58 
42A 27,50 27,67 - 27,58 
44A 26,55 26,89 - 26,72 
51A 26,73 26,29 - 26,51 
52A 26,94 27,01 27,66 27,20 
54A 23,38 26,32 25,08 25,93 
CONTROLES     
12A 34,08 33,49 - 33,78 
13A 32,53 33,04 32,65 32,74 
14A 29,12 30,72 - 29,92 
15A 34,81 35,50 34,69 35 








Valores dos Cts do gene alvo NFκBIA nas amostras de cDNA dos casos e 
controles. 
NFκBIA     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 24,89 24,03 23,66 24,19 
37A 31,36 32,30 - 31,83 
39A 29,04 30,16 29,98 29,73 
40A 25,50 25,57 - 25,93 
41A 25,84 25,43 25,12 25,46 
42A 28,15 29,63 28,01 28,60 
44A 25,25 26,03 26,49 25,92 
51A 26,01 26,31 26,50 26,27 
52A 26,92 26,78 27,08 26,93 
54A 25,57 24,36 24,37 24,77 
CONTROLES     
12A 32,17 32,44 - 32,30 
13A 31,44 32,04 31,73 31,74 
14A 28,97 28,13 - 28,55 
15A 31,51 32,20 31,81 31,84 








Valores dos Cts do gene constitutivo GAPDH nas amostras de cDNA poliA dos 
casos e controles. 
GAPDH     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 27,21 27,41 - 27,31 
37A 28,18 29,43 - 28,81 
39A 28,83 28,72 29,48 29,01 
40A 24,19 24,72 24,91 24,61 
41A 23,93 23,80 24,59 24,11 
42A 24,85 25,01 25,03 24,96 
44A 22,12 22,43 23 22,52 
51A 23,52 23,86 23,19 23,52 
52A 25,73 25,35 26,09 25,72 
54A 24,85 24,35 - 24,60 
CONTROLES     
12A 36,79 37,61 37,74 37,38 
13A 35,71 36,29 35,84 35,95 
14A 35,91 35,49 35,47 35,62 
15A 37,65 37,45 - 37,55 








Valores dos Cts do gene alvo NFκB nas amostras de cDNA poliA dos casos e 
controles. 
NFκB     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 30,25 30,68 30,52 30,48 
37A 36,35 35,95 - 36,15 
39A 31,80 31,49 32,46 31,92 
40A 28,55 28,68 29,05 28,76 
41A 24,79 25,47 - 25,13 
42A 28,60 29,86 29,33 29,26 
44A 26,03 25,83 - 25,93 
51A 25,35 25,90 25,98 25,74 
52A 25,14 27,27 30,09 27,05 
54A 26,28 27,04 26,91 26,74 
CONTROLES     
12A 36,15 36,47 - 36,31 
13A 35,08 35,97 35,34 35,46 
14A 35,71 36,13 36,26 36,03 
15A 37,57 38,28 38,15 38 








Valores dos Cts do gene alvo NFκBIA nas amostras de cDNA poliA dos casos 
e controles. 
NFκBIA     
CASOS Ct 1 Ct 2 Ct 3 Média dos Cts 
35A 26,21 26,91 26,34 26,49 
37A 32,18 32,48 32,55 32,40 
39A 31,97 32,28 33,05 32,43 
40A 26,34 26,25 26,49 26,36 
41A 24,67 25,43 26,31 25,47 
42A 30,16 30,35 30,41 30,31 
44A 25,63 26,19 26,33 26,05 
51A 26,37 26,52 - 26,44 
52A 27,92 28,33 29,33 28,53 
54A 25,56 25,90 26,27 25,91 
CONTROLES     
12A 35,69 35,64 - 35,66 
13A 34,13 35,28 34,32 34,58 
14A 33,98 34,36 - 34,17 
15A 35,18 35,41 - 35,29 




Recently, fine needle aspiration (FNA) becomes an alternative method to obtain 
genomic material for studies of gene expression in some types of lymphoma, in 
the attempt to substitute fresh frozen tissue tumor banks. Objectives: To evaluate 
the amount and the quality of the RNA obtained from lymph nodes of non-Hodgkin 
lymphomas (NHL) patients using FNAs and to develop strategies to overcome 
eventual drawbacks of the method. Material and Methods: Twenty-six patients 
with NHL diagnosis, admitted in São Paulo Hospital, Brazil, between March 2006 
and December 2007, presenting peripheral lymphonodemegaly suitable for 
aspiration were included in this study. The control group includes 10 tonsils from 
children submitted to tonsillectomy in the same period. The aspirates were 
performed using both citoaspirator (sample A) and syringe and needle (sample B). 
The RNA was extracted using Trizol reagent and transcribed with the Superscript 
kit (Invitrogen). The quality of RNA was verified through the amplification of 155pb 
fragment from β-ACTIN and 311pb from NOTCH-2. Results: 52 NHL samples and 
20 tonsil samples were analyzed. The amount of RNA in tonsil samples varied 
from <1.0 a 6.2 µg with citoaspirator (A) and varied from <1.0 a 4.7µg with syringe 
and needle (B). The amount of RNA obtained from NHL varied from <1.0 a 6.5 µg 
with citoaspirator (A) and <1.0 a 5.5 µg with syringe and needle. In 19 (95%) of the 
tonsil samples we could amplify NOTCH-2 fragment. In the only sample of control 
where NOTCH-2 amplification was negative, we could easily obtain β-ACTIN 
(155pb) amplification. In NHL samples, NOTCH-2 was amplified in only 24 (46%) 
specimens, but we obtained β-ACTIN amplification in 51 (98%) of them. In an 
attempt to increase the availability of larger amounts of RNA in each sample, we 
standardize the polyA PCR technique that consists of the global amplification of 
polyadenylated cDNA. This technique increased in 10 times the amount of cDNA 
in both cases and controls. The efficiency of the reaction was verified through the 
amplification of β-ACTIN, where 100% of the controls and the cases were 
amplified, as well through the amplification of PGK (298pb), positive in 100% of 
controls and 77% of the cases. When polyA PCR cDNA and non-amplified cDNA 
samples where paired to be evaluated by Real Time PCR using GAPDH as 
constitutive gene and NFκB and IκB as target genes, we could demonstrate 
equivalence in the amplifications of 100% of the 15 evaluated samples. 
Conclusion: Our results demonstrate that FNA, whatever citoaspirator or syringe 
and needle was used, it is a good source of small amounts of RNA, and could 
amplify fragments of approximately 150pb in more than 95% of the samples. 
PolyA PCR technique increased significantly of the amount of genomic material 
and is suitable as a cDNA source for future gene expression studies.  
